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分子疫学的手法 によ るセ ラ チア菌の 識別と
そ の 精度に関する研究
- ICN へ の 導入 の 視点から -
上 田京佳1), 佐藤美友紀1), 片田裕子
1)




環境汚染菌に よ る病院感染にお い て , そ の 感染に関わ っ た最終的な汚染器具や医療行為は特定
さ れた例があるが , そ れ に至る汚染源や伝播経路が明らかに された例 は極めて少な い ･ こ の よ う
な こと は病院感染対策上重要で あり, 感染管理看護師 (ICN) も病院感染対策チ
ー ム の 一 員と し
て協力する ことが期待さ れる. そ こで , 環境汚染菌 の 代表的存在で ある セ ラ チ ア菌16菌株を対象
と して 伝播経路追求法と して 有用なRa ndo m a mplifiedpolym o rphic D NA polym er a se chain
re a ction(RA P D-PCR) 法, Puls edfieldgelele ctr ophor esis(P FGE) 法とInfr equ e ntr estrictio n
site PCR(I RS -PCR) 法 の 3 つ の 方法を, 看護分野 へ の 導入の 視点か ら, 主と して 簡便性と識
別精度 の点か ら比較検討した. そ の 結果 , 供試16菌株は, 最多で15 タイ プ (RAPD- P CR法, プ
ラ イ マ ー 1), 最少で 7 タイ プ (RAP DIPC R法 , プラ イ マ
ー 3) に識別され た･ RAP D -P CR
(プ ライ マ ー 1) とP FGE法 (13タイ プ) の 問で 識別精度で は大きな差は無か っ た もの の , 検査
に要する時間で は両法間に大きな差があ っ た (前者2 日と後者7 日)･ ま た, 手技の 簡便性で も,
制限酵素処理や複雑な電気泳動を必要と しない点で 前者に有利性が認め られた･ これらの こ とか
ら, 少なくともセ ラ≠ァ菌に よ る病院感染流行発生時, そ の対策構築に協力するIC Nの 立場か ら,
汚染源 ･ 伝播経路追求をと して RAP D-PC R(プ ライ マ
ー 1) を採用する ことが推奨された･
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l はじめに
今日の 日本 の 医療現場で 最も多く遭遇し, 臨床
的に も問題とされ る院内 (病院) 感染の 原因菌は
メ チ シリ ン 耐性 ブ ドウ球菌 (MR SA) で ある が,
こ れ に対 し , 最近数年間に我が 国で セ ラチ ア 菌 に
ょ る特異な集団院内感染事例が連続して発生した.
一 般 に は耳慣れ ない こ の 細菌に よ る感染症 は , 覗
代の 医療体制の 盲点, 問題点を突い た極めて 示唆
的な事件で あ っ たとい える
1)
.
セ ラ チ ア 菌 は グラ ム 陰性短梓菌で あり , 元来赤
色 の 色素prodigio sinを産生 し, ペ ニ シ リ ン 系や
第 一 世代 セ フ ァ ロ ス ポリ ン系抗生物質に感受性が
低 い とい う特性を示す
2･3)
. 正常宿主に対する病
原性は極め て 低く , 最初は河川 や泥 中か ら分離さ
れ る非病原性細菌とみ な さ れて い た が, 1960年代
に入り ヒ ト の 病原体として認識され る よう にな っ
た
1)
. 益井らは血液分離菌 の 動向を調 べ , グ ラ ム
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陰性菌で は大腸菌が減少傾向を示 し, セ ラチ ア菌
が増加傾向に あると報告 して い る4). 能登らの 菌
血症例の 報告で も, グラ ム 陰性菌の 中で はセ ラ チ
ア 菌が多い 5). こ の こ とからも, セ ラ チ ア菌ゐ院
内感染症 にお ける重要度は増して きて い る ことが
指摘されて い る6). セ ラ チ ア 菌は10菌種に分類さ
れ るが, 臨床的に最も多くみ られ る の はSer r atia
m a rc esc en sで あり, 問題とな る感染症 は呼吸器 ,
尿路, 血流 (菌血症/ 敗血症)などの 感染症で あ
る 1,7)
. そ の 感染源と して は, 洗画台, 食物, 花,
植物, ス ポ ン ジ, 接着テ ー プ, 蒸留水, 手洗い用
消毒液, ひ げそ り の ブラ シと石鹸, コ ン タ ク ト レ
ン ズ の洗浄溶液, 採血管, 採尿管, レ ス ビ レ ー ク ー
機器, 間欠的陽圧呼吸 (IPP B) 機器, ネ ブライ
ザ ー , 静脈カ テ ー テ ル , 動脈圧モ ニ タ ー , 気管支
鏡, 注射液, 血祭製剤, 輸血, 生理食塩水ボ ト ル ,
ネ イ ル ブラ シ, 吸入機具, 搾乳器, そ して石鹸な
どが報告されて い る4)
.
こ れら は病院等で 日常に
みられ, 使用頻度も高い もの で ある こと は注目す
べ き ことで ある
.
最近, 東京, 大阪, 愛知 の病院で セ ラチ ア 菌病
院感染の 事例が相次い で報告さ れて き た8). 調査
に よれ ば点滴ラ イ ン の 最終的感染源は ヘ パ リ ン 液
ある い はア ル コ ー ル綿で ある とさ れて い る . しか
し, セ ラ チ ア 菌感染の 源と して , どこか で こ の 菌
が増殖 して いる場所が存在して い たに違い ない .
病院感染に お い て , そ の 感染に関わ っ た最終的な
汚染器具ある い は医療行為 は上記 の よ う に特定さ
れて きた例があ る. しか しながら, はとん どの場
令, 最初の 汚染源から どの ような経路を経て , こ
の 菌が伝播して きたの かが明らか にされてお らず,
感染源 ･ 伝播経路の 追求は, こ の ように慢性的に
繰り返して 起こる病院感染の 再発防止の ために も
重要で あ ると考え る8). そ の 方法として 従来よ り,
色素産生性, 血清型, バ ク テリオ シ ン (マ ル セ ッ
シ ン) 型 , フ ァ ー ジ型 , 薬剤感受性 パ タ ー ン な ど
の 生物型別に よ る分析が主流を 占め て き た7). 感
染源 ･ 伝播経路追求の 原理 は , 個々 の 菌株を識別
す る こ と に あるが, これ らの 方法は識別精度の 上
で 難点があ っ た . そ の 欠点を補うもの として , 遺
伝子塩基配列 の 相違識別に基づく分子疫学的手法
の 有用性が立証 されて きて い る9
- 10)
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近年全国の病院に病院感染対策の ため に, 医師 ･
看護師 ･ 薬剤師 ･ 検査技師 ･ 事務系職員な どか ら
なる感染予防委員会が設置されて きた. こ れら の
構成メ ン バ ー の 中で も, 患者に接する機会が多く
現場に精通して い る看護師に は, 感染予防に関す
る全て の 活動にお いて 中心的な役割を担うことが
求め られて い る . ま た, 新たな検査技術の 導入が
単 に検査技師 へ の 負担増と な っ て は , 役割分担の
不均衡を生むばかりか医療チ ー ム の機能 は半減 し
て しま う で あ ろう . こ の 点 を考慮して 2001年よ
り発足 した日本の I C N( 感染管理認定看護師)
の 教育課程に は , 実践能力を高める た め に分子疫




こ の よ うな背景の もと, 感染源 ･ 伝播経路
の追求に有用とされて い る分子疫学的手法を看護
領域 の視点から追求する こと は意義あるも の と考
え, 本研究で は セ ラ チ ア菌を対象と して , 分子疫
学的手法で あ るRa ndo m A m plifiedPolym o rphic
D N A Polym e r a seChain Rea ctio n (R A P D-
PCR) 法, Pulsed Field Gel Ele ctr opho r esi
(P FGE) 法と Infrequ e nt Restrictio n Site PCR
(IR S -PC R) 法の 3 つ の 方法を, 看護分野 へ の
導入 の視点から, 主と して簡便性と識別精度 の点
から比較検討 した.
ll 研究材料と方法
1 供試セ ラ チア菌とその 培養
セ ラチ ア菌 は , 新潟大学農学部仲川洋治先生 よ
り分与を受けた臨床材料由来の 計16株を用い た .
供試菌株 は ミ ュ ー ラ ー ･ ヒ ン ト ン ･ ブ ロ ー ス
(M H B, D I FC O) を液体培地に 接種 し, 37℃ で
一 晩培養して 使用した. 得られ た新鮮培養液の 一
部は, そ の1ml に80 % グリセ ロ - ル250FLlを加え-
80
o
C で 凍結保存した . ま た , M H Bに寒天 (Aga r
N oble, D ifco) を1.5% に加えた 寒天培地を コ ロ
ニ ー 選択に用い た.
2 セ ラ チア菌か らのDN Aの 抽出
寒天培地で 一 晩培養 した菌か ら, 1 コ ロ ニ ー を
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選択し, 滅菌楊枝の先端で釣菌し, マ イ ク ロ チ ュ ー
ブ に入 っ た pr otein a s eK (P K) buffe r (P K,
1 44〟g/ml) 500〝1 に接種 し, 50 ℃ 数時間に て
溶菌さ せ た. そ の後 , 約100FLlの フ ェ ノ ー ル ･ ク
ロ ロ ホ ル ム ･ イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル 混合液 (25:
24:1) を加え, ボ ル テ ッ ク ス 後遠心 (1 200回転,
20分間) し, 上宿を新 しい マ イ ク ロ チ ュ ー ブ に移
した
. 採取した上清の 1/10倍量 の 3M 酢酸 ナ ト
リ ウ ム と2.5倍量の 100% エ タ ノ ー ル (EtOH) を
加え, 充分混和 し- 80
o
Cで 30分以 上放置した .
そ の後, 遠心 (1200回転, 20分) し, 上宿を捨て ,
100 %E tOH 200fJl を加え , 同様 に混和後遠心
し, 上宿を除 い た. そ の 後, Tris-E D T A(T E)
buffe r(10m M γris-HClpH8.0, 1m M E D T A,
pH8.0) 50/Jlに溶か し, 4
o
Cで 保存した . そ の
う ち の 1 〟1を用い て 核酸 の 濃度測定を行 い , そ
の 結果を基に , D NA濃度が1 〟g/ml になる よう
調製 した .
3 R A P D-PCR法
抽出され たD N Aを用い て PCR反応を行 っ た.
PCRに用い た ラ ン ダム プ ライ マ ー は , 既幸馴こ,
基づ き下記 の よ う に設定 した 13).
Prim e r1 :5し GC GA TC C C CA-3■
Prim e r2 :5し C C G CAG C CA A-3'
Prim e r3 :5.1 C CC G G G AT A -3
-
PCR の 条件 は , 初回の み94 ℃5分で 熱変性 を
行 い , 続 けて変性94
o










C で 保存 した . 反応終了後, サ ン プ ル
10FLlを1.5% ア ガ ロ - ス ゲ ル に て電気泳動し, エ
チ ジウ ム ブ ロ マ イ ド染色後 トラ ン ス イ ル ミネ 一 夕 ー
で増幅産物の バ ン ドを確認 し写真撮影した .
4 P FGE 法14)
物理的なD N Aの 切断を避 ける た め, 操作 は細
菌をア ガ ロ - ス ゲ ル 内に包埋 して 行 っ た. 約109
c olo nyfo r ming u nits(CFU)/mlに調製 した菌液
を1.2%低融点ア ガ ロ - ス ゲ ル 内に固め た ブ ロ ッ
ク を用い , エ ッ ベ ン ド ル フ チ ュ ー ブ内で 溶菌操作
及び制限酵素 に よ るD N Aの 切断を行 っ た. 溶菌
の ため , チ ュ ー ブに ア ク ロ モ ペ プ チ ク ー ゼ (5 m g/
表1 パ ル ス フ ィ ー ル ドゲル 電気泳動法試薬 一 覧
1)W ashing･ sol.
15m M NaCl,1m M E D T A(pH 8.0)
2)PettIVs ol.
10m M γris-H Cl(pH 8.0), 1 M NaC1
3)Lysis s ol.
10m M γris-H Cl(pH 8.0),1 M NaCl, 100m M E D T A(pH 8.0)
0.5%s odiu m lau r oyls a r cosine,2.0 de o xycholate, 0.5% Brij-58
4)1.2% L M Tア ガ ロ - ス ゲ ル
Pett Ⅳs ol. に て 溶解
5)E Ss ol.
0.5 M E D T A(pH 8.0), 1.0%s odiu m la u royls ar c o sin e
6)Pefablo c sol.
0.36m g/ml:T E buffe rで 溶かす
7)T E buffe r.
10m M γris-H Cl(pH 8.0),1m M E D T A(pH 8,0)
8)酵素液 (楊枝調整)
滅菌蒸留水 45〃1, 10× 酵素用buffe r5〟1, 制限酵素Spe I5U
9)1.0%ア ガ ロ - ス ゲ ル
0.5× T B E に て溶解
10)10× T B E
I M Tris a s e, 1 M bo ric a cid, 20m M E D T A(pH 8.0)
ll) エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド水溶液
0.5× T B Ellに エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド50〟1 を加える
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ml:Lysis 液 で 溶か す) 400/∠1とリ ゾス タ フ ィ
ン (Taka r a)20〟1を加え , 37
o
Cで 一 晩作用さ せ
た
. 翌日P K 液 (0.5m g/ml ES 液で 溶かす)
80plの入 っ た新しい エ ッ ベ ン ド ル フ チ ュ ー ブに
ブ ロ ッ ク を移し, さ らに50
oCで 一 晩放置した. 港
菌操作後, 新しい エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブを用い
Pefablo cに て P Kを不活化 し, さ らに ブ ロ ッ ク を
を T Ebufferで 洗浄後 , 制限酵素液 (SpeI :
Bo ebringe rM a n nheim) 50〟1 を加え, 37
o
Cで 一
晩反応さ せ D N Aの 切断を行 っ た. 酵素処理が終
わ っ た時点で 1.0%低融点ア ガ ロ - ス ゲ ル に ブ ロ ッ
ク を埋め込み , 隙間に は0.5%同ア ガ ロ - ス ゲ ル
を少量注ぎ4
o
Cで 固化 した . パ ル ス フ ィ ー ル ド電
気泳動装置の 泳動槽に ×0.5 γris-bo r ate E D T A
(T B E) buffe rを入れ , 冷却循環装置で 泳動温度
を10
oCに した後, ゲ ル を沈め , パ ル ス タ イ ム 3 -
80秒 , 電圧200V で 23時間泳動 した. 泳動終了後
エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染色液で 染色 し , ×0.5
T B Ebuffer で脱色し, 観察 ･ 撮影した. 尚, 本
法に使用 した試薬 は表1に 一 覧 した.
5 旧S -PC R法
IR S -PCR法は M a zu r ek らの 方法
15
,
16) を 一 部改
変 して行 っ た. こ の方法原理を図1 に示した.
本方法に特有なもの として ア ダプタ ー があるが ,
そ れら の 01igo n u cleotidesの 配列 は以下の 通りで
ある .
A H l:5
--AGA ACT GAC CTC GAC TC G CAG
G -3'
A H 2:5'-TG C GAG T-3
'
A X l:5- - PO4 CT A GT A CTG G CA GAC
TCT-3
'
A X2:5し G C CAG TA-3
'
P X :5
■-A G A G T C T G C C A G T A CT AG -3
'
制限酵素H haI の ア ダプ タ ー (A H) は , A H l
とA H 2か らな っ て おり, 各lopm ol/〟1 になる よ
うT Ebuffe rに 溶か し, 1時間以上か けて80
o
C か
ら4℃ に冷や した . 制限酵素Ⅹba I の ア ダプ タ ー
(A X) は A X lとA X 2か らな っ て お り ,
. A Hと 同
様に処理 した . これらの ア ダプ タ ー は使用するま
で - 20
o
Cで保存 した. 実施に あたり , ま ず抽出
DNA を, 10 UのHhaIと15UのⅩbaI を用いて37
o
C
l 時間で切断し, そ の 後, Rapid D N Aligation
kit (Bo ebringe r M a n nheim) を用 い , A Hと
A Xを常温30分で結合 (1igatio n) した. そ の 後,
再編成され たD N A断片を再 びH ha I , Ⅹba I を
用い て切断した. 続 い て , プ ラ イ マ ー と してA H l
とP X を用いてPCR反応を行 っ た. PC Rの 条件は,
初回の み95
o
C 5分の 熱変性を行い , 続けて変性94
o
C
l分, ア ニ ー リ ン グ60
o
C 1.5分 , 伸長72
o
C 1.5分




で 保存した. 反応終了後 , サ ン プ ル10〝1 を3.0%
ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て電気泳動し, P FG E法同様 に
増幅産物 の バ ン ドを確認し, 写真撮影した.
‖ 結果
1 R A P D-PCR法に よるセ ラ チア 菌分離菌株の
識別
(1)プライ マ ー 1
プライ マ ー 1 を用い たR A P D-PCR法の パ タ ー
ン を図2に 示した. 検出された バ ン ド数は菌株に
よ り6 - 13本に分布 し, そ れ らの 泳動度か ら, 16
菌株は15タイ プ に分類され, タ イ プA - 0 とした.
6本 バ ン ド の タイ プ に は 4菌株が属したが , 2菌
株は バ ン ドが同 一 位置に検出され た た め, タ イ プ
A - Cの 3タ イ プ に分類 した . 7本 バ ン ドが検出
さ れた 1菌株 はタイ プ Dと した. 8本 バ ン ドが検
出さ れた3菌株 は各々 独自の バ ン ド パ タ ー ン を示
し, そ れ ぞれ タ イ プE - G と した . 9本 バ ン ドが
検出された2菌株も バ ン ド の 位置は互い に異なり,
そ れぞれ タ イ プ Hとタ イ プⅠと した. 10本 バ ン ド
が検出されたも の に は4菌株あ っ たが, そ の 内の
2菌株は バ ン ド が 同 一 位置に検出さ れた . そ の 他
は各々独自の バ ン ド パ タ ー ン を示 し, そ れぞ れ タ
イ プJ - M と した. 13本 バ ン ドが検出さ れ た 1菌
株 は タイ プNとした. 複数株が属した もの は タイ
プ M の みで あ っ た .
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(2)プ ラ イ マ ー 2
プ ラ イ マ ー 2 を用い たR A P D-PCR の パ タ ー ン
を図3に示 した. 検出され た バ ン ド数は菌株に よ
り6 - 1 5本に分布し, そ れら の 泳動度か ら, 16菌
株は13タ イ プ に分類で き, タ イ プA - M と命名し
た. 6本 バ ン ドが検出さ れ た5菌株の う ち, 3菌
株の バ ン ド は同 一 位置に検出さ れ タ イ プ A - C と
した . 7本 バ ン ドが検出さ れた1菌株 はタ イ プD
と した
.
8本 バ ン ドが検出され たもの に2菌株が
あ っ たが , そ の バ ン ド の 位置は互い に異な り , そ
れぞ れ タ イ プ E, タ イ プFと した . 9本 バ ン ドが
検出さ れた 1菌株 は タ イ プG と した. 10本 バ ン ド
が検出さ れた2菌株は , 各々 バ ン ド の 位置が異な
り , そ れぞ れ タイ プH , タ イ プⅠと した. 13本 バ
ン ドが検出され た 1菌株 はタ イ プJと した . 14本
バ ン ドが検出さ れた3菌株の うち , 2菌株の バ ン
ド は 同 一 パ タ ー ン を示し2タ イ プ に まとめ られ ,
タ イ プKとタイ プLと した. 15本 バ ン ドが検出さ
図1. 1RS - P C R の方法原理 (文献15より)
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タ イ プ名 A B C D E F G H IJ K L M N
l + l ] ] I [
バ ン ド数 6 7 8 9 10
A:ト ラ ン ス イ ル ミネ 一 夕 - で の 観秦 によ るRAP D- P CRパ タ ー ン
B:供試由来セ ラチ ア 菌 のRAP D- P CRパ タ ー ン の 模式 図











菌株番号 M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 ll 12 13 14 1516
B











A B C D E F G HI J K L M
J i ∪ ∪ 卜
6 7 8 9 10 13 1 4 15
A: トラ ン ス イ ル ミ ネ 一 夕 - で の 観察 によ るRAP D- P CRパ タ ー ン
B:供試 セ ラ チア 菌 のRA PD- PC Rパ タ ー ン の 模式図
図3 ｡ R APD- P CR法 に よ る菌株 の識別 (プ ライ マ ー 2)
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れ た1菌株 は タ イ プ M と した . 複数株が属したも
の は タ イ プC およ びタ イ プK の2タ イ プ で あ っ た.
(3)プ ライ マ ー 3
プ ライ マ ー 3 を用い たR A PD -PCR の パ タ ー ン
を図4に 示した . 検出さ れた バ ン ド数 は菌株 に よ
り1 - 5本 に分布 し, そ れ らの 泳動度か ら, 16菌
株は7 タイ プ (タイ プ タイ プA - G) に分類で き
た . 1本 バ ン ドが検出され たタイ プAに は5菌株
が属した . 2本 バ ン ドが検出さ れた の は7菌株で ,
そ の うち同じ位置に バ ン ドが検出さ れた6菌株を
タイ プB, そ の 他 をタイ プC と した. 3本 バ ン ド
が検出さ れた2菌株 の バ ン ド の 位置は互い に異な
り , タ イ プDと タ イ プEと した . 5本 バ ン ドが検
出され た2菌株も各々異な る バ ン ド パ タ ー ン を示
し, そ れ ぞれ タ イ プF, タ イ プG と した. 複数株
が属 したも の は タイ プA とタ イ プB の 2 タ イプで
あ っ た .
2
.
P FGE法に よるRe strictio n flagm e nt length
polym o rphis m (R FL P) の検出
各セ ラ チ ア 菌16株 の ゲ ノ ム を制限酵素SpeI で
切断して 得 られ たD NA断片 の P FGE後 の 検出 パ
タ ー ン は , 切断片 の塩基長に依存して菌株に 固有
表2 P A PD - PCR法, P FGE法,
の はし ご状を呈した . 撮影 した写真を基に 図5の
よ う に , 生じ たD N A断片の うち菌株 の 識別 に適
する明瞭な バ ン ド6本に着目して Ⅰ - IVグ ル ー プ
と大別 し, 更に特定 の グル ー プを設定しタイ ピ ン
グを行 っ た . そ の 結果, Ⅰ で 4 タイ プ (Ⅰ一1 -
4), Ⅱ は 1タ イ プ , Ⅲ は3 タイ プ (Ⅲ- 1- 3),
Ⅳ は3 タイ プ (Ⅳ-1 - 3), Ⅴ とⅥ は そ れぞれ
1 タイ プ の計13 タイ プ に分類され た. 全く同 一 の
pF LP を示 した の はⅢ-3の み (4株) で あり , 残
り の12タイ プ に は各1株の みが分布 した.
3 旧S -PCR法に よる菌分離菌株の識別
得られ たIR S -PCR パ タ ー ン は図6に 示した .
検出さ れた バ ン ド数 は1 - 4本に分布し, そ れ ら
の 泳動度か ら, 16菌株は9 タイ プ に分類で き , タ
イ プ A - Ⅰと した. 1本 バ ン ドが検出された1菌株
はタ イ プAと した . 2本 バ ン ドが検出され た2菌
株 は同 一 の バ ン ド パ タ ー ン を示し, タ イ プ Bとし
た . そ の うち同じ位置に バ ン ドが検出された6菌
株をタイ プ B, そ の 他を タ イ プC と した . 3本 バ
ン ドが検出さ れた5菌株の うち , 2菌株 は同じ位
置に バ ン ドが検出さ れ タイ プC, タ イ プ Dと タ イ
プE の3 タイ プ に分類した . 4本 バ ン ドが検出さ
れ た8菌株の うち, 2菌株と4菌株がそ れぞれ同
旧S - PCR法に よる遺伝子型別
遺伝子型名
株 産生
番号 色素 プライ マ ー 1 プライ マ ー 2 プラ イ マ
ー 3




























































































































































































3 5 8 14 15 1 12 114 13 7
し .｣
B C D E FG
し ｣ l ｣
3 5
A: トラ ン ス イ ル ミ ネ 一 夕 - で の観 察に よ るRA PD
- PCRパ タ ー ン
B:舞境 由来セ ラチ ア 菌 の RAPD- PCRパ タ ー ン の 模式 図
図4 . R APD- P C R法 に よ る菌株 の 識別 (プライ マ
ー 3)
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A: トラ ン ス イ ル ミネ 一 夕 - で の 観察 に よるRFL Pパ タ ー ン
B: PF GEに よるDN A断片泳動パ タ ー ン に基 づ くRFL Pの タイ ピ ン グ




菌株番 号 M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 ll 12 13 1415 1
B
菌抹香 号 M 5 4 15 1 2 3 8 1 4 10 1 6 6 7 9 131 211
タ イ プ名 A
Lヱ｣
バ ン ド数 1 2
C D E F G H I
A:トラ ン ス イ ル ミネ 一 夕 - で の 観察に よるI RS- PCRパ タ ー ン
B:供試由来セ ラチ ア 菌 のI RS- PCRパ タ ー ン の 模式 図
図6. I RS- P CR法 に よ る菌株の 報別
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-
の バ ン ド パ タ ー ン を示 し, タイ プFと タイ プG
と した. また, そ の 他異な る バ ン ド の 位置を呈し
た2菌株を タイ プH とタイ プⅠと した, 複数株が
属 したもの はタイ プB, タイ プD, タイ プFおよ
びタイ プGの 4タイ プで あ っ た .
4 3方法により識別された菌株の相互 関係
上記 の よう に, RA P D-PC R法の プラ イ マ ー 1,
2 およ び3で , それぞれ15, 13 およ び7 タイ プ に
識別さ れた . ま た, P FGE法とI RS -PC R法で そ
れぞ れ13 およ び9 タイ プ に識別さ れ た . これ ら
3方法に よる識別の相互関係を表2に示した.
lV 考察
本研究は , セ ラ チ ア 菌16株を対象に , 分子疫学
的手法 (RA P D-PC R法, P FGE法, I RS-PCR
法) を用い , 分子疫学的手法 の有用性を検証する
こ とを目的と して菌株問の識別精度を, 同時に看
護分野 へ の 導入の 視点から簡便性に つ い て も比較
検討した.
セ ラ チ ア 菌に よ る病院感染 の発生要因と して ,
第 一 に患者自身の 保菌から感染が引き起 こされ る
内因感染, 第二 に他の 患者から の 直接的あ る い は
医療従事者から間接的に起 こる交差感染, そ して
第三 に汚染された病院環境や医療機器な どから発
症する外因感染の3つ が主なも の と して 挙げられ
て い る 2)･
17)
. 医療従事者お よ び医療機器の 関与す
る感染に つ い て は, 適切な対策に よ っ て あ る程度
の 予防は可能で あるが, 患者間で起 こ る直接的な
交差感染で は , ときに集団発生を引き起こすとい っ
た危険性が高い こ とが指摘されて い る18). 交差感
染や外因感染を防ぐため に は, 抗生物質, 消毒薬
の 適切な使用は無論の こ と, さらに感染源およ び
伝播経路を知 るた め の 有効な疫学調査が必要とな
る
.
こ の こ とは , 感染源推定部位から最終的な患
者に い た るまで に介在した全て の材料から分離さ
れたす べ て の 菌を識別す る こ とを意味して い る.
感染源や伝播経路 の特定 の ため の方法と して の分
子疫学的手法は技術的 ･ 経済的な制約 はあ るが ,
優れた再現性と識別能を有 した方法で あり, ア ウ
ト ブ レイ ク時の 感染経路の 追求法と して 非常に高
い 有用性が認め られて い る19). ま た, 一 度基礎技
術を修得して しまえば原理的に分析精度に及ぼす
熟練度の 影響は少ない . こ の こと は , 看護師など
初JL､者 へ の 普及に は重要な要素で ある . 実際, 坐
物型別に依存した従来法に比べ 効率良く, しか も
高感度に細菌を型別できるようにな っ て きた 19)
- 21)
これ らの 手法は全て 微生物に存在する遺伝子を解
析するもの で あり , 原理的に セ ラ チ ア 菌の みな ら
ず他菌種, 真菌あ る い は ウイ ル ス な ど多く の 微生
物 に適応で き る利点が ある18).
今回行 っ たRA P D-PCR法とは , ラ ン ダ ム に設
定さ れた プ ライ マ ー が ラ ン ダ ム に基質D N A上 に
結合し, 結果的に ラ ン ダ ム に増幅された産物同士
を比較 ･ 観察 ･ 解析すると い う点に最大の 特徴が
あ る . 標的D NA部位を特異的 に検出す る通常 の
P C R法で は, 限られ たD N A塩基配列 の 有無 ･ 異
同を調 べ る の に対 して , R A P D法で は む しろ 全
D N A配列 の 違い を, よ り鋭敏に 検出しうる点で
根本的に異な っ て い る20). そ の ため , 通常 のPCR
法で は55
o
C近辺の ア ニーリ ン グの 温度を設定す る
が , 対照的にRA P D法で は な る べ く穏和な条件 ,
すなわち36- 39
o
C程度の 温度に設定して い る . そ
の結果, 55
o
C位の ア ニーリ ン グの 温度で は, プ ラ
イ マ ー の 塩基配列が完全に 一 致 しな い 限り基質
D N A に結合 しないが, 穏和な温度条件で ア ニ ー
リ ン グ反応を行うと , プ ライ マ ー の 塩基配列が基
質D N Aと 一 部 一 致するだ けで 基質D N Aの 両鎖に
ラ ン ダ ム に結合で き る . そ の 他の 解離反応や伸長
反応 の 温度は通常の PCR法と同じで ある20). 今回
の 実験で は3種の プ ラ イ マ ー を用い たが, 各プ ラ
イ マ ー に お い て , 使用した セ ラチ ア 菌16菌株はそ
れぞれ15タ イ プ , 13タイ プ お よ び7 タイ プに 識別
する こ とがで き た. プ ラ イ マ ー 3 は 7 タイ プ で あ
り , 識別能は劣 っ たが , 他 の2種 の プ ライ マ ー に
お い て は識別精度の 点にお い て 充分満足で き る結
果が得られ た . R A P D-P C R法の 利点 は, ①1 0-
16塩基長 の プ ラ イ マ ー を1種類 の み で可能, ② そ
の配列は全く ラ ン ダ ム に選ばれ る の で , 標的遺伝
子 の 配列を知る必要が ない , ③多検体を 一 度に扱
う こ とがで き る , ④手技が簡便で あ る , ⑤基本的
に , 遺伝子増幅装置 ･ 電気泳動装置 ･ P C R用試
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薬類さえ あればよ い の で経済的で ある , ⑥宿主の
各種制限およ び修飾作用に依存しない , ⑦迅速性
に優れ て い る (本研究で は2日間で 実施), と い
う こと に集約で き た. 一 方 で , 諸条件に よ り再現
性が不安定で あ る こと, プ ライ マ
ー や プ ロ グラ ム
などを菌種 ごとに設定 し直さね ばならない ことが




RA P D法 の 持 っ 利点に 比 べ れば大 きな 問題で は
ない と い えよ う.
識別精度が高い ことが報告されて い るRF L P に
ょ る タイ ピ ン グをP FGEに よ る パ タ ー ン 分析も検
討 した. PFGE は適当な制限酵素で 切断され た染
色体D N Aをア ガ ロ ー ス ゲ ル 電気泳動法に よ り比
較し, 菌株同士の 類似性を明らか にす る方法で あ
る
. 通常の 電気泳動で は,
一 定方向の 単 一 な電場
を負荷する こ と に よ り , D NA は長く伸 びた状態
で ア ガ ロ ー ス ゲ ル中を移動 し, ゲ ル マ トリ ッ ク ス
分子の ふ る い 効果に より分離され る . しかし, ゲ
ル マ ト リ ッ ク ス の ポ ア サ イ ズ よ り大き い20kb 以
上 の 巨大DN A には分子ふ る い 効果が働か な い た
め分離はで きな い . ゲ ノ ム サ イ ズ の 小さ い D N A
ウイ ル ス で は , 切断さ れ たD N Aは サ イ ズ は 小さ
く数 も少ない ため, 通常 の電気泳動分離が可能で
ある . 一 方, ゲ ノ ム サ イ ズ の 大き い
一 般細菌, 抗
酸菌 , 真菌な どで は切断D N Aの 数が圧倒的に 多
く な るため , 通常 の ア ガ ロ - ス ･ ゲ ル電気泳動で
分離され たD N A断片 の RFL Pを肉眼で 解析 し株
問の異同を識別す る ことば困難で ある . 10
- 30程
度の D N A断片 の R F L Pが解析する こ とが理 想的
で ある とさ れて い る . そ の ため, 対象とす る菌 の
G+C % を参考 に切断サ イ ト の 少な い 制限酵素を
選択 し, 用 い る電気泳動 は大き なサ イ ズ の D N A
断片を分離で き る もの で あ る ことが必要で ある.
DN A断片の サ イ ズが大きい (メ ガba sepairに及
ぶ こと もある) ため に , 通常の 電気泳動で は分離
は不可能で , P FGE装置 と い う大き なサ イ ズ の
D N Aを分離する ため の 特殊な装置が必要で ある .
こ の 装置で は, 異な る2方向の 電場を交互 に負荷
す る (パ ル ス) た め , D N A は その 都度方向転換
を受け る こ と に な る . 巨大なD N Aは どを方向転
換に長い 時間を要し , 相対的に移動距離が短くな
り , D N Aの 大き さ に依存 して分離が可能と な る
22'- 25)
.
こ の 方法 はは とん ど全て の 病原細菌 , 抗
酸菌およ び真菌 に適応され , 分子疫学 の手法の 中
で も最も よく用 い られる もの の
一 つ で ある17)･ セ
ラ チ ア 菌で 通常用 い られ る制限酵素 はSpeI と
ⅩbaI であり 26)
-28)
, 本研究で はSpeIを用い て行 っ
た. そ の 結果, セ ラ チ ア菌16菌株は13タイ プ に分
類され た. プ ライ マ ー 2 を用い たR A P DI PCR法
より識別能 は劣る結果とな っ たが , PF GE法の
バ
ン ド は鮮明で , 濃淡 もあま り な い た め , 解析は
RA P D-PCR法よ り簡便で あ っ た . 最近で は
一 般
的に行われ る菌種に つ い て は , すで に試薬キ ッ ト
(Ge n ePath試薬キ ッ ト) が各種発売されて お り,




か し, 設備に費用がかか る こと , 検査を実施する
の に約1週間もかかる こ と, ア ガ ロ
- ス ブ ロ ッ ク
を操作する ため に技術の 熟達が必要で ある こ と等
か ら実施機関が限られて おり , P FGE装置の 設置
はあま り進ん で い な い の が現状で あ る
25)
. ま た,
大量 の DNAを要す る , 検体数が多く扱えな い ,
処理行程が複雑で ある, 制限酵素活性が宿主 の 各
種修飾機構 に影響をうけ る等多く の 欠点もある こ
とがあ げられて い る25 ).
こ れ に対 し, 少 し複雑 に な る が , D N Aを2種
類の 制限酵素で 切断 した後, PCRを行う方法が
I RS-PC R法で ある . こ の 方法で は , まず初め に
頻度 の 低 い 塩基配列 を切断す る制限酵素ⅩbaI
( 認識部位 :T/CTA G A) と , 頻度 の 高い 塩基配
列を切断する制限酵素H haI (認識部位:GC G/C)
を用い て D N Aを切断する . 次に , そ の 切断断片
の 端 に , 二 つ の ア ダプ タ ー (A X, A H) を結合
さ せ る . 二 つ の ア ダプ タ ー は , 共に長短 二 つ の
oligo n u cle otide か ら な っ て い る が , 短 い
oligo n u cle otideは, そ の 後 の 結合に は関与 しな
い
.
Hha I の ア ダ プ タ ー , A H中 の 長 い
oligo n u cleotide (A H l) は Hha I に よ っ て 切断
され た断片の 5末端に結合する . X ba I の ア ダプ
タ ー AX中 の 長 い 01igo n u cle otide (A X l) は,
切断断片の 3末端に結合す るた め に リ ン酸化され
るが , A H 2 は リン 酸化 して い な い た め , 切断断
片に は結合 しな い . P C Rの 間, Ⅹba I の ア ダプ
タ ー に プ ラ イ マ ー P Xが結合 し, こ の プ ライ マ ー
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セ ラ チ ア菌 の分子疫学
の 伸長がプ ラ イ マ ー A H lの 結合部位を形成す る .
こ れ に よ り , PC Rの 間, Ⅹba I - H ba I 断片 の
特異的 な増幅が可能と な る15'. こ の 方法で は ,
P FG E法に比 べ て 迅速性と再現性に優れ, 低 コ ス
ト , 手技も簡便で あると共 に識別能 はPFGE法に
も匹敵するとい われて い る 15)･16). ま た, IR S-PC R法
で は はとん ど全て の 有機体に対し, 同じ制限酵素,
ア ダプ タ ー , プ ラ イ マ ー , そ して PC Rコ ン デ ィ
シ ョ ン で 適用可能で あ る. 実際今回の ア ダプ タ ー
や実験条件 は , 他 の 多く の 菌種に も使用されて い
る 15･ 16･ 29
- 31)
. 今回の 結果で は , セ ラ チ ア 菌16菌株
は9タイ プ に識別され, 迅速性, 簡便性に関 して
はPF G E法に比 して 格段に優れて い るが, 識別能




29- 31)よる と, 泳動ゲ ル に は ポ リア ク リ ル ア ミ ド
ゲ ル を用い る の が通常で あ るが , 今回の 実験で は
バ ン ドが検出さ れなか っ た ため, ア ガ ロ - ス ゲ ル
で代用した. こ の こ とが結果 に影響を及ぼ して い
る こ と も考え られた . 更なる改良 の 結果 , IRS -
PC R法がPF G E法に匹敵する識別能を示せ ば, 分




R APD -PC R法, P FGE法, IR S -PC R法 の 3
方法で識別 した結果を総合すると, 今回使用 した
16菌株は全て異なる菌株で ある ことが示唆された
(例えば , R A P D-PCR法 の プ ライ マ ー 1 でM タ
イ プ に属した2株は他法で は別 タイ プ に解離して
い た). こ の こ とか ら, 1 6菌株全て が違うタ イ プ
に識別さ れ た場合を識別精度100% とす ると , こ
れ らの方法の うち最も高い識別精度を示したの は,
RA PD - P C R法の プ ラ イ マ ー 1 で93.8 %, 最 も低
か っ た の はR A P D-PC R法の プ ライ マ ー 3で43.7 %
とい う値が得 られ た . 識別精度が最も優れて い る
とい われて い るP FGE法で も, 異 なる制限酵素を
用 い る と , 同じ泳動 パ タ ー ン を示した もの で も異
な る結果が で る こ とが あ る こ とが報告さ れて い
る22)
. 従 っ て , ど の 方法 にお い て も, 感染源 ･ 伝
播経路追求を行う場合は , 一 つ の 方法の み で は な
く , い く っ かを組み合わ せ る こ とに よ り より正確
な情報が得られ るも の と考え られ る . 実際の感染
源 ･ 伝播経路 の 追求 へ の 応用と して , I C Nの 協力
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を加味しこ とを想定す ると, 検査部の 方か ら情報
が得 られ る間に , IC N が迅速なA P D-PC R法で
情報を得く おく などの 協力体制の 確立も可能と考
え られ た
.
疫学 マ ー カ ー は, 菌株間の 識別能に優れ , 再現
性が あ るもの が理想的で ある. また , 多く の検体
を扱う ことか ら, 簡便, 迅速か っ 安価で検出され
るも の が求め られる . 今回研究に用 い た3法の 特
徴に つ い て は表3 に示した . 本研究で は , プ ラ イ
マ ー 1 を用 い たRA P D-PCR法が最も詳細 に菌株
を識別する こ とがで き た. 同じR A P D-P C R法で
あ っ て も, プ ラ イ マ ー 3 にお い て は菌株間の 識別
は困難で あ っ たが , プ ライ マ ー の 選定さえ適切で
あれば, R AP D-PCR法で も非常 に高い識別精度
が得られ ると考え る . RA PD - P C R法 の解析能力
は 一 般的に 至適化さ れ た プ ライ マ ー を用 い て も
20- 30型程度の 多型性に とどま り, そ の 少なさか
ら, 多く の 場合ス ク リ - ニ
.
ン グ目的の 解析法とし
て考えられて い るが32), 他 の 2法に比 べ て安価で ,
迅速性に優れて い る上に , 技術的にも非常に簡便
で あ っ たことか らプ ロ ト コ ー ル を マ ニ ュ ア ル化 し
たもの が あれば跡L､者で も簡単に行う ことがで き,
看護 へ の 導入 は難しく な い と考え る (実際, 3法
の プ ロ ト コ ー ル を作成し, 今後成書化を予定して
いる).
病院感染が疑われた場合, そ の感染源 ･ 伝播経
路の 追求を全て 検査技師に委任 して い て は, 検査
部 の業務 は飽和状態に な っ て しま い, 役割分担の
不均衡を生むばかりか医療チ ー ム の 機能は半減し
て しま う こととを危倶するも の で あ る . 限られ た
マ ン パ ワ ー で い かに最良 の感染管理 を行え るかが
課題で ある
. 今回の 研究は , これらの 業務をすべ
て ICNが 引き受 ける こ とを提案し たも の で は な
く , ICNと検査部との 協力を強調 ･ 推奨した もの
で ある
. 感染源 ･ 伝播経路を追求する際に, 一 概
に全て を検査部に任せ る の で はなく , チ ー ム と し
て 取り組む こ とで , よ り効率的な対応が期待で き
る
. ま た , デ ー タ の 読み方など, 基本的事項を修
得 して おく こ と ば非常に重要で ある と思 われ る .
更に , そ の 結果を目に見え る形で 表示すれ ば, 柄
棟全体の 感染管理 へ の意識 の 向上 に つ なが る相乗
効果もある と考える .
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高度化 し, 専門化す る医療の な かで , 国民の ヘ
ル ス ケ ア ニ ー ズ は多様化し, 保健医療福祉分野に
おけ る看護職 の 役割は大きく , そ の活動範囲は拡
大 して い る . ICN へ の 期待も大きく , 専門的知識
に加え高度な技術の 修得に よ り効果的な感染管理
の 実践が看護 の 質の 向上に つ なが るとされ , そ の
中で も分子疫学的手法の 実際の 理解 は演習も含め
特に重要視され て い る 12,33 ). 精度の 高い 疫学情報
が得られ る - 従 っ て , よ り適格な予防対策が講じ
られ る - 分子疫学的手法が感染看護 の分野に積極
的に導入されて い く こと に期待した い . 感染管理
先進国で ある 欧米 のICP/ICN の 育成 に学 び っ っ
ICN の 育成途上 に ある我が国にお い て は , こ の よ
うな視点は , 今後益々必要と考えて い る.
V 結論
供試 セ ラ チ ア 菌16菌株 に つ い て , 分子疫学的
手法 (RAP D-PC R法, P FGE法, IR S -PC R法)
に よ る遺伝子タイ ピ ン グを行い以下の 結果を得た.
1 R A P D-PCR法の プ ライ マ ー 1, 2 およ び3 で,
そ れぞれ1 5, 13 およ び7 タイ プ に識別され た. ま
た , P FGE法とI RS-PCR法で そ れぞれ13 およ び
9タ イ プ に識別され た. これ らの 結果を総合する
と, 今回使用 した16菌株は , 元来全て 異なる菌株
で ある こ とが示唆され た .
2 16菌株がす べ て 識別され た場合を100 %の 識
別精度と したとき, 3方法 の う ち最も高い 識別精
度を示 したの はR A PD-PC R法 の プ ラ イ マ ー 1で
93.8 %, 最 も低か っ た の はR A P D-PC R法の プ ラ
イ マ ー 3 で 43.7% で あ っ た .
3 R A P D-PCR法の 識別精度は プ ライ マ ー の 選
定がキ ー ポ イ ン ト で あり, 適切なプ ライ マ ー を用
い れば非常 に高い 識別精度を得られる こ とが示唆
さ れた.
4 R A P D-PCR法は , 他2法 に比 べ , 所要時間
の 短か さ に加え, 技術上 の 簡便さ , 経済性か ら,
看護分野 - の 導入に有力な 方法で ある と考え られ
-41-
た .
5 実際の 感染源 ･ 伝播経路の追求 へ の応用とし
て , ICN の 協力を加味しこ と を想定すると , 検査
部 の方 か ら情報が得 られ る間 に , IC N が迅速 な
A P D-PCR法で 情報 を得く おく な ど の 協力体制
の 確立も可能と考えられた.
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A bstra et
To s e a rch the mo st c o n v e nie nt genoty plng m ethods fo rthe infe ctio n c o ntr ol nu r se s
(ICN), thre e methods w e re c o mpared fr o mthe a spe cts oftim e- a nd m o n ey-c o n s u mptio n,
a nd m ethodologlC alsim plicityin additio nto str ain-diffe re n ciating efficie n cy u slng16str ain s
ofSe rr atia m a rsce n s, a r epres e ntativ e e n vir o n m entalba cte ria･ A m o ng the thr ee m ethods,
ra ndo m a mplifiedpolym orphic D N Apolym e ra s e chain re a ctio n(R AP D-PCR) u singthr ee
difer e nt prim e rs(prim e r s1 to3), puls ed fieldgelele ctr opho re si (P FGE) a nd infrequ ent
r estrictio n site PC R(IR S - PC R) m ethods, 16 str ain s w e redistinguished fr o m1 5 ty pesin
PAP D-PC R(prim e r1)to7ty pe sin P A PD -PCR(prim e r3) . In c o ntr a st t｡ a s m alldiffe re nt
in ty ping efficie n cybetw ee nPAP D-PCR (prim e r1) a nd PFGE(13types), the re w e r e a
la rgedife re ntin tim e-c o n s u mptio n(2 days in the fo r m e r v e r s u s7daysin the latter).
Fu rthe r m o re, P A P D-PC R had a m e ritin m ethodologlCal sim plic ty s u ch a s c a r rylng O ut
witho ut r estrictio n en zym etr e atm e nt a nd c o mplex gelele ctr ophr esisin P FGE which might
be als o refle ctedto m o n ey-c o n s u mptio n･ In light ofthe sefindings, at le a st w e c a n s ay
that P APD-PC R(prim e r1)is r ec o m m e nddto the IC N in a natte mptio nfo rtr a cking of
s o u rce s a nd ro utes of o utbre ak of Ser r atia m a rsc en si fectio n sin the he alth ca refa cilites
.
Key w o rds
Ser r atia m a rsc en s, m olec ula r epide miolog y,
e n viro n m e ntalc o nta min atio n, infe ctio n c o ntr oln u rs e
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